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诱导 产生 溶菌 酶 ,抗菌 肽 及 凝集 素 的 动力 学 
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《中 国 科 学 院 上 海 生物 化 学 研究 所 


WR ABTA Da 诱导 寿 蛋 师 产生 抗菌 多 驮 。 同 时 ， 咨 菌 酶 和 此 集 素 活 性 都 比 诱导 前 有 了 明显 增高 
其 活力 高 峰 、 抗 菌 多 肽 在 第 7 天 左右 ,溶菌 酶 在 第 R MERRER 3 天 即 达 最 高 水 平 。 不 同 品种 的 梓 乔 
肾 经 诱导 产生 的 三 种 活性 物质 其 活力 差异 不 明显 ,但 741\ 河 四 和 小 混 蝇 种 中 的 抗菌 多 肽 Poa 及 Pss 组 成 
比例 较 高 。 上 述 三 种 活性 物质 的 诱导 变化 与 性 别 有 关 ， 座 性 高 于 和 峻 性 。 比 较 了 榨 盖 肾 和 家 春 经 细菌 诱导 后 
上 述 三 种 活性 物质 的 变化 ,家 鼻 凝 集 素 活力 很 低 , 诱 导 后 活力 增高 不 明显 。 抗 芯 活 力 及 溶 获 酶 活力 的 提高 程 
EVRWATRA. RUA (Poly 1:C) 也 能 诱导 两 种 熏 产 生 抗菌 多 肽 及 溶菌 酶 ;但 活力 提高 的 显著 
程度 都 不 及 大 脑 杆 诸 诱导 ,上 凝集 素 活 力 变化 也 不 显著 。 
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的 识别 和 反应 (Chomey 等 ，1980)。 昆 虫 不 存在 3 或 工 淋 巴 细胞 系统 ,即便 是 体液 因子 也 
未 有 免疫 球 蛋 白 存 在 的 依据 。 因 此 ,昆虫 的 防卫 系统 有 别 于 着 椎 动物 。 在 昆虫 中 已 发 现 
细菌 或 其 他 理化 因素 可 以 诱导 产生 一 些 抗 落 物质、 溶菌 酶 的 类 似 物 等 (Anderson 等 ,1979; 
Hultmark 等 ,1980; 祁 国 荣 等 ,1983)。 对 这 些 物 质 在 昆虫 的 防卫 系统 中 的 作用 则 有 不 同 
的 评价 。 Mohrig 等 《1968) 认为 海 菌 酶 在 昆虫 的 体液 免疫 中 起 着 绝对 重要 的 作用 。 而 
Chadwick (1970) ÆA KRII Galleria mellonella HAF}, MRITA Pseudomonas aerug- 
inosa 作 诱 导 源 的 试验 中 发 现 诱导 源 和 溶菌 酶 活性 并 无 对 应 关系 ,但 Jarosz $ (1979) 用 
多 种 颗粒 性 和 可 溶性 物质 诱导 ,观察 到 溶菌 酶 活力 都 有 不 同 程度 的 升 高 6Boman 等 (1981) 
用 大 上 肠 杆菌 诱导 大牌 Hyalophora cecropia 贤能 产生 几 种 抗菌 多 肽 和 溶 北 酶 ， 他 们 认为 在 
清除 蜡 源 时 这 些 抗菌 多 肽 是 绝对 重要 的 ， 溶 欧 酶 只 是 起 清扫 碎片 的 作用 。 而 凝集 素 对 于 
外 源 的 识别 是 一 类 重要 物质 (Arimoto 等 ，1977; Renwrantz, 1978), 但 当 受 外 源 物 质 作 
用 后 其 活力 变化 不 同 作 者 报道 亦 有 不 同 。Wright 等 (1975) 报 道 在 致 敏 前 后 活力 保持 不 
变 ;Pauly (1973) 用 不 同 材料 的 实验 表明 略 有 下 降 ,或 略 有 升 高 。 最 近 一 些 工作 表明 昆虫 
在 受到 伤害 或 外 源 侵 人 时 凝集 素 活 力 有 一 定 的 提高 《Komano 等 ，1980)。 

ARR RABE. RIEBER (PolyI:C) 诱导 家 蚕 幼虫 、 家 和 看 肾 及 株 彼 肾 
后 ,其 血 淋 巴 中 溶菌 酶 ,抗菌 多 肽 和 凝集 素 活 性 的 动力 学 变化 。 

材料 和 方法 
试 虫 和 诱导 物 来 源 ” 供 试 验 用 枚 大 肾 若 未 标明 品种 则 系 河 三 九 品 种 ， 由 河南 云 阳 和 大 


ARF 1983 年 6 月 收 到 。 
作者 向 提供 实验 材料 的 单位 和 同志 谨 致 谢意 。 黄 自然 , 王 克 夷 同志 在 本 工作 中 曾 给 于 有 益 的 讨论 。 
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业 学 校 陆 锡 劳 同志 及 广西 南宁 珀 业 指 导 所 提供 ; 家 乱 主 要 品种 为 苏 ;X Rix 秋 ;。 其 它 品 
种 则 在 实验 结果 中 标明 , 系 镇 江 中 国 农业 科学 院 乔 桑 所 李 荣 琪 , 陆 雪 芳 , 何 家 禄 同志 提供 。 

PolyI:C 由 本 所 二 室 制备 。 大 肠 杆菌 Da 菌株 来 自 瑞 典 斯 德 哥 尔 摩 大 学 微生物 学 系 。 
放 线 菌 素 D 系 中 国 科学 院 上 海 药物 所 附属 工厂 产品 。 

诱导 过 程 ”大肠 杆菌 及 PolyI:C 诱导 均 见 前 文 ( 届 贤 铭 等 ,1984)。 经 不 同 天 数 诱导 
ei DA Se aR A EAD CH REL TR, GUS RBIS. BRR DA 
如 前 文 ( 祁 国 荣 等 ，1983)。 

活力 测定 

A 抗菌 多 肽 活力 测定 按 前 文 (Qu 等 ,1982)。 采 用 测定 抑制 大 肠 杆菌 生长 的 方法 ， 
抑 菌 活力 以 抑 菌 圈 直 径 (毫米 ) 表 示 。 

B 溶菌 酶 活力 测定 基本 上 按 Hultmark 等 (1980) 的 方法 。 一 定量 的 溶 壁 微 球菌 ( 约 
70 毫克 / 升 ) (Micrococcus luteus, Sigma 产品 ) 悬浮 于 pH6.5，0.1 M 的 磷酸 钾 盐 缓冲 液 
HH, (A 57 0nm 约 为 0.25) 在 3 毫升 上 述 底 物 悬浮 液 中 加 入 一 定量 待 测 样品 后 于 37°C 水 
浴 中 保温 半 小 时 后 ,取出 放 到 冰 浴 中 冷却 10 分 钟 ， 然 后 测定 A 570 nm 的 光 密 度 值 的 降 
低 , 活 力 单位 以 全 元。 计算 。 此 处 A 为 保温 前 的 底 物 光 密 度 值 ，A。 则 为 经 隔 水 解 后 的 
光 密 度 值 ,各 样品 均 作 未 经 370 保温 的 自身 对 照 。 

C 凝集 素 活力 测定 取 兔 耳 新 鲜血 ,用 生理 盐水 洗 净 后 , 将 压 紧 的 红血球 用 生理 盐水 
稀释 至 10%。 取 25 微 升 样品 加 入 25 微 升 新 鲜 免 红 血球 , 在 微型 振荡 器 中 振 摇 10 分 钟 ， 
37°C 保温 30 分 钟 , 观察 血球 凝集 情况 。 测 活 时 样品 依次 倍 比 稀 释 。 例 如 其 滴 度 为 16 即 
表示 依次 稀释 3 次 即 2:， 依 此 类 推 。 若 样品 为 pH 5.1 的 层 析 洗 脱 液 则 用 碳酸 氢 钠 调 至 
中 性 后 再 测定 。 活 力 以 滴 度 表示 。 

D 育 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 , 按 上 文 报道 进 行 ( 屈 贤 铭 等 , 1984)。 


结果 与 讨论 

一 、 大 肠 杆菌 诱导 御 乔 蟾 产生 抗菌 多 肽 ,溶菌 酶 及 凝集 素 活 力 的 动力 学 变化 

Qu 等 (1982) 曾 报道 大 肠 杆菌 诱导 杆 符 是 产生 抗菌 活力 的 动力 学 变化 ,我 们 也 观察 到 
这 种 诱导 可 被 放 线 茵 素 D 所 抑制 。 在 细菌 诱导 后 一 小 时 内 册 加 10 微克 / 死 体重 的 放 线 蔓 
素 D。 在 此 我 们 综合 观察 溶菌 酶 ,抗菌 多 肘 及 凝集 素 这 三 种 活性 物质 的 消长 情况 ,结果 见 
图 lo 

从 图 1 可 以 看 出 经 大 肠 杆菌 诱导 后 ,凝集 素 滴 度 第 二 天 基本 上 就 已 达到 最 高 水 平 ，8 
天 内 基本 上 维持 在 原 有 水 平 。 这 可 能 由 于 凝集 素 担 人 负 的 功能 是 识别 外 源 异 物 ， 所 以 应 答 
较 快 ;但 抗菌 活力 持续 上 升 , 当 在 7 一 8 天 达到 最 高 值 ,这 和 以 前 结果 相同 (Qu 等 ，1982)。 
细 获 诱导 后 溶菌 酶 活力 提高 相当 明显 ,5 天 时 达 最 高 值 , 往 后 有 降低 趋势 (图 1 中 ,细菌 诱 
导 较 放 线 菌 素 了 DD 处 理 的 样品 用 量 低 5 fo 

放 线 菌 素 D 强烈 抑制 细菌 诱导 三 种 物质 的 诱导 活性 。 只 是 凝集 素 在 4 天 后 略 有 升 
高 。 说 明 这 些 物 质 确实 是 经 诱导 后 新 合成 的 。 它 们 是 当 外 源 寞 物 侵 和 人 时 应 答 产生 的 活性 
物质 。 .… 
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图 1 XGHARBMMRARDESHERP ASK ARAB RBARKEHO HONS 
抗菌 多 肽 活力 ; 一 全 一 公 一 大 肠 杆 菌 诱 导 
--A--A-- ARK D 处理 
RAMI: -O-O—AIBH ATE SR AEH A 20 微 升 
--O--O-- 放 线 菌 素 D 处 理 样 品 调 活 时 用 100 微 升 
凝集 素 滴 度 : 一 X 一 X 一 大 肠 杆 菌 诱导 
--X-- X -- ERA D bE 
=. KER AXA E AE A ld A PL RE 
FRE 6 (1984 BFR EE RR HE CHE. ARM ABRAMS SIA ABB SW pi 
BSkMRo WARE PER TILA AR RRA MEAS, RRR 
凝集 素 活 力 变 化 ,其 结果 见 表 lo 
从 表 中 可 以 看 出 梓 牌 晴 细 菌 诱 导 后 ,抗菌 多 肽 活力 从 无 到 有 ,同时 溶菌 酶 及 凝集 素 注 
度 的 提高 都 很 明显 。 葛 麻 鼻 肾 的 凝集 素 滴 度 有 些 提 高 ,但 抗菌 多 肽 活力 提高 不 其 显著 ,这 
可 能 由 于 我 们 所 得 到 的 药 麻 乔 肾 已 经 在 发 育 后 期 ,在 实验 过 程 中 有 些 已 化 肾 , 可 能 影响 结 
果 。 两 个 品种 的 家 重 肾 经 诱导 后 抗菌 活力 及 溶菌 酶 活力 提高 是 肯定 的 ， 但 其 抗菌 多 肤 活 
力 前 未 达到 梓 蚕 晴 的 水 平 。 意 外 的 是 以 免 红 在 球 为 检测 系统 诱导 前 后 凝集 素 活 力 均 不 显 
Fo 
We RAATH OR Bt ee ——_ a RLT o A Emio 
E RTERT ILAR mE AAK A Da A EAE h ERS p E 
出 现 的 情况 ， 其 结果 见 表 2。 此 外 我 们 还 用 酸性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 法 比较 了 诱导 后 产生 的 
抗菌 多 肽 活性 物质 的 组 分 。 
从 表 2 的 结果 可 看 出 ， 雄 性 鼻 贤 诱导 产生 的 抗菌 活力 高 于 峻 性 。 另 据 聚 丙烯 酰胺 电 
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一 -人 O 
Hl 几 种 各 类 诱导 前 后 三 种 活性 物质 动力 学 的 比较 
Å— III OOO 
抗菌 多 肽 活力 直径 Cmm) 溶菌 酶 活力 单位 * 凝集 素 滴 度 
eR ma | 一 、 
& 诱导 后 z 诱导 后 Z 诱导 后 
前 天 3 天 15 天 |7 天 | 前 11 天 |3 天 |5 天 7 天 | 前 天 | 3 天 15 天 |7 天 
FEMA | 河 三 九 |1015.8 | 8.3 | 8.9 | 9.4 |0.053 [0.135 10.407 |0.585 | 0.32 641128. 2048 | 2048 | 2048 
Bice) 印 黄 10| 土 | + + |41! 0 0 }0.165 10.149 | 0.12 4| 32 64 32 64 
aa fol +| + | 3.7 | 5.0 Jo.oss |o.182 | 0.20 0.162 | 0.15 [4 64 64 64 
kæ lojas| 6.8 | 7.2 | 7.3 0.117 |0.306 10.265 [0.238 | 0.29 0. 
E TP e p3 | 
Suhl 1015.8 | 6.9 | 7.4 | 7.1 10.137 | 0 10.284 |0.285 |0.318 |0 0 0 0 
BS oe Tha X Fre 014.8 | 6.1 6.5 一 一 一 一 一 一 | 一 一 一 一 





* 溶菌 酶 活力 测定 时 ,诱导 前 
*#* 注射 细菌 后 2 天 结 草 。 





样品 均 用 100 微 升 ;诱导 后 样品 用 20 微 升 。 





#2 几 种 不 同 品 种 的 村 乱 是 被 大 肠 杆 划 D;， 诱导 后 溶菌 醇 \, 抗 菌 多 及 及 凝集 素 活 力 的 比较 























































Hes ATE ABH Due EH BERA BERME 
HES 10.8 0.91 2048 
AEL 9.2 0.31 512 
三 三 of 10.8 2.8 1024 

三 三 9( 可 能 死亡 》 + 0 | 未 测 到 
Hy = Jud" 10.6 2.8 o 1024 

g HEZA? 9.8 0.2 加 2048 
Jal PG 10.8 0 2048 
i F 6.9 0.24 512 
a-t g 6.8 0.18 2048 
741 9 7.8 0.24 512 
ANE 9.8 0.25 2048 

小 姻 ?可 能 死亡 ) + 0 2048 
五 号 on + 1.61 2048 
六 号 9.9 | 1.31 512 
时 一 十 0.27 1024 

河 三 九 ( 大 量 ) $ 07 9.9 2048 








河 三 九 (大 量 ) 正 党 


* 大 肠 杆菌 诱导 后 测 活用 20 





微 升 ,正常 委 师 用 100, 微 升 型 淋巴 。 






HER (MARAE) SHHRMBUGASK Po 为 主 ， 这 和 以 前 报道 的 结果 相同 


1 期 屈 贤 铬 等 : ARTE EAE wie ; 
(Qu, 1982). [E 741、 小 混 与 河 四 品种 所 产生 的 Paa 及 Pss 可 能 较 多 于 其 它 品 种 。Poly 
I:C 诱导 家 乔 幼 虫 产生 的 抗菌 多 肽 物质 电泳 行为 不 同 于 相同 诱导 源 诱 导 梓 蚕 晴 所 产生 的 
抗菌 物质 。 

三 、Poly IC 的 诱导 

FRR Se (1984 HIE T Poly I:C 也 能 诱导 家 鼻 晴 产生 抗菌 多 肽 物质 ， 在 酸性 聚 再 糯 
酰胺 上 凝 胶 电 泳 中 出 现 和 细菌 诱导 不 同 的 M 抗菌 活力 的 条 带 , 这 些 共 有 抗菌 多 肽 活力 的 组 
分 的 分 离 鉴定 工作 正在 进行 中 。 

PolyI:C 诱导 家 每 幼虫 ( 苏 ;:X HX KOREN ( 河 三 九 ) 后 三 种 具有 免疫 活性 物质 
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2 4 6 8 天 
图 2:A Poly I:C 诱导 家 等 ( 苏 : 勾 苏 4, 义 秋 ;) 后 三 种 活性 物质 的 变化 。 
测定 溶菌 酶 时 样品 量 为 100 微 升 
-X-X RRR 一 0 一 一 溶菌 酶 活力 ”一 会 一 全 一 抗菌 多 肽 活力 
B AHEAD, RFRA X 苏 ,X 秋 ;) 后 三 种 活性 物质 的 变化 。 
测定 溶菌 酶 时 样品 量 为 100 微 升 
X- XRRR 一 2 一 一 溶菌 酶 活力 ”一 人 一 A 一 抗 库 多 肽 活力 
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2 4 6 3 关 
图 2:C PolyiiC FSR ZIVA EEDA RK 
测定 溶菌 酶 样品 量 为 50 微 升 
一 XX 一 X 一 凝集 素 活 力 一 0 一 0 一 溶菌 酶 活力 ”一 和信 一 人 一 抗菌 多 肽 活力 
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的 动力 学 变化 见 图 2: A, BY Co 

从 图 2 可 见 正常 家 等 的 凝集 素 处 于 很 低 水 平 ( 有 时 测 不 到 活力 ) 并 且 无 论 经 Poly IC 
或 细菌 诱导 ， 其 凝集 素 活力 的 增高 都 不 多 。 币 这 本 种 诱导 源 诱导 杆 乔 晴 后 凝集 素 活 力 增 
高 则 十 分 显著 ,表明 这 种 诱导 与 诱导 源 无 关 而 和 生物 体 有 关 。 我 们 同时 还 测定 了 PolyI:C 
《3 微克 : 浓度 为 1 毫克 /毫升 ) 及 其 功能 中 间 物 25 三 腺 昔 酸 (2、5-PA) (1 x 107*M) BB 
不 具有 凝集 免 红 血球 和 抗菌 活力 ,因而 可 以 认为 不 是 PolyI:C 本 身 或 其 功能 中 间 物 2 、5 
一 PA: 的 直接 作用 结果 ,而 是 Poly I:C 通过 诱导 使 受 试 昆虫 的 血 淋 巴 增高 凝集 素 并 产生 
了 抗菌 多 肽 物质 。 图 2:A 与 图 2:B 比 较 ; 图 2:C 和 以 前 的 结果 比较 (Qu 等 ,1982)PolyI:C 诱 
导 受 试 昆 忠 所 产生 的 抗菌 活力 还 不 及 细菌 诱导 。 有 可 能 PolyI:C 的 刺激 强度 不 如 细菌 。 
此 外 大 肪 杆菌 诱导 后 抗菌 活力 高 峰 在 7 一 8 天 左右 ,而 PolyI:C 诱导 则 3 天 左右 ,说 明 其 
应 答 反 应 较 快 ,但 记忆 时 间 也 短 , 即 较 快 地 出 现 活力 较 快 地 消退 ， 提 示 两 者 诱导 的 机 理 可 
能 有 差异 ， 因 而 对 PolyI:C 诱导 家 和 蛋 幼 虫 所 产生 的 免疫 活性 物质 的 分 离 提纯 及 其 机 理 探 
讨 有 必要 深入 进行 。 
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KINETICS OF THE INDUCIBLE LYSOZYME, ANTIBACTERIAL 
PEPTIDES AND LECTIN FROM THE PUPAE OF OAK SILKWORM 
ANTHERAEA PERNYI AND SILKWORM BOMBYX MORI BY INJECTING 
ESCHERICHIA COLI Ds, OR POLY I:C 


Qu XIAN-MING LEE SHIH-YUN WU KeE-zou QIU XUE-zHEN Lou YAN-CHUN 
Liu XIN-YUAN QI QUO-RONG 


(Shanghai Institute of Biochemistry, Academia Sinica) 


Antibacterial peptides were induced in the diapausing pupae of the oak silkworm 
Antheraea pernyi by injection of viable Escherichia coli Da, and the lysozyme and lectin 
activities increased accordingly. The activities of antibacterial peptides, lysozyme and 
lectin reached the maxima on the 7th day, the 5th day and the 3rd day respectively af- 
ter the injection. No significant differences of the three induced active substances were 
observed in the different stocks of A. pernytt but some of the stocks such as 741, Hun-si 
and Xi-hun had higher ratios in the Pea and Pe, components of the peptides and the im- 
munological activities in the male pupae were higher than those of the female pupae. 
The quantitative variation of the active substances between the pupae of A. pernyi and 
Bombyx mort has been compared. No haemaglutination activity of the haemolymph of 
B. mort for rabbit erythrocytes was discernible. The induced antibacterial peptide and 
lysozyme activities of A. pernyi were higher than those of B. mori. Antibacterial peptide 
and lysozyme activities were also induced in the diapausing pupae of 4. pernyi and the 
pupae of B. mori by injecting poly I:C, but no significant increase of lectin activity in 
the haemolymph of B. mori was observed. The immunological activity induced by poly 
I:C injection was lower than that of F. colt injeetion. 
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